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DISPOSITIF DE DISPENSE DE GOUTTELETTES MICROPLTJIDIQUES 

NOTAMMENT POUR LA CYTOMETRIE 



DESCRIPTION 



5 DOMAINS TECHNIQUE ET ART ANTERIEUR 



un 



L' invention ' concerne un precede et 
dispositif de manipulation de particules en suspension 
en vue d'extraire leg particules d'interet. 

Plus specif iquement, 1' invention se 

rapporte a un dispositif pour 1 ' analyse et le tri de 
cellules vivantes non marquees, et la dispense sans 
contact, et a la demande, de gouttelettes de liquide 
contenant les cellules selectionnees . 

Ce dispositif rend possible le depot des 
cellules sur un substrat, avec en particulier une 
grande precision dans le positionnement des cellules. 
L' invention pent par exemple etre utilisee pour la 
production de puces a cellules comprenant un ou 
differents types cellulaires sur un meme substrat. 

A ce titre, le dispositif selon 1' invention 
est un instrument tres flexible permettant de realiser 
de maniere automatisee la detection, le denombrement, 
1' analyse, le tri et la dispense de particules ou de 
cellul 



La cytometrie en flux est une technique 
utilisee en biologie moleculaire et en biologie 
cellulaire, et designe 1 ' analyse des caracteristiques 
moleculaires de cellules circulant en flux continu 
devant un detecteur. L ' analyse cytometrique permet 
30 1' identification, le denombrement et la caracterisation 
des cellules ou d'autres particules biologiques 
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(hacteries, parasites, spermatozoides, noyaux , 

chromosomes) en fonction de parametres physico- 
chimiques predefinis par l^operateur. L ' interet de la 
cytometrie en flux repose sur la simplieite de 
5 manipulation des cellules : le capillaire a travers 
lequel passent les cellules est directement connecte au 
reservoir contenant la suspension cellulaire a 
caracteriser. 

De plus, puisque les cellules sont 
10 injectees une a une et de maniere continue devant le 
detecteur , les vitesses d' identification des cellules 
sont sou vent import ant e s et peuvent atteindre plus du 
millier de cellules par seconde pour certains 
instruments . 

15 En revanche, la caracteristique moleculaire 

etudiee doit generalement etre mise en evidence par une 
methode de marquage, et ainsi ce n' est pas reellement 
le parametre specif ie qui est detecte par 1 ' appareil 
mais le marqueur qui lui est associe. 

2 0 La technique la plus courante de marquage 

est un marqueur fluorescent greffe a un composant 
moleculaire specif ique des cellules etudiees ; le 
marqueur fluorescent est excite en flux par un faisceau 
laser et sa reponse est detectee par un appare ill age 

25 optique et caracterisee par une electronique associee . 

Toutefois, le marquage prealable des 
cellules necessite une etape de preparation des 
cellules avant de pouvoir realiser leur analyse. he 
marquage en fluorescence presente un interet 

30 e s sent i e 1 1 ement pour des cellules aux caracteristiques 
tres proches et dont les differences ne sont quasiment 




3 



15 



30 



pas decelables par une autre approche, par exemple des 
cellules d'un merae type cellulaire dont une souche est 
saine et une autre est cancereuse. 

II existe cependant un grand nombre de cas 
5 ou la separation d'une suspension cellulaire heterogene 
peut etre effectuee sur de simples criteres de taille, 
de proprietes membranaires et/ou cytoplasmiques , cas 
pour lesquels un marquage n'est pas necessaire. 

Un tri non-destructif des cellules fait 
10 souvent suite a la caracterisation en flux des cellules 
sur la base de criteres de positivite ou de negativite 
definis a l'avance par l'operateur. L ' echantillonnage 
realise permet d'extraire les particules d' interSt de 
la solution et de les collecter en une ou plusieurs 
fractions purifiees dans des recipients specif iques. La 
technique du tri des cellules est devenu un outil dans 
une large gararae de domaines tels que 1 ' immunologie , 
l'oncologie, 1 ' hematologic, la genet ique... 

Un besoin existe done pour un systeme 
economique capable d' analyser en flux et de trier en 
consequence une large gamme de particules, par exemple 
de cellules non marqu6es en provenance de solutions de 
viscosites et de concentrations proteiques variees . 

Par ailleurs, il existe un besoin d'outils 
permettant la manipulation de particules ou de cellules 
uniques, en particulier pouvant separer 

individuellement chaque cellule a partir d'une 
suspension cellulaire et positionner chacune des 
cellules d'interet dans un site specif ique. 

Un besoin existe aussi pour un outil de 
dispense rapide, economique, flexible et facile a 
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operer permettant le positionnement individuel de 
cellules vivantes dans des sites localises sur un 
reseau a deux dimensions. 

Toutes les methodes connues de tri 
5 cellulaire collectent 1 ' ensemble des cellules repondant 
aux criteres specifies dans un recipient intermedial re 
ou mettent en ceuvre des etapes de concentration 
cellulaire par centrif ugation, avant d' utiliser une 
autre technique de separation pour disposer de cellules 
10 individuelles . 

II existe done un besoin pour supprimer 
l'etape intermediaire de collecte de sous -populations 
purifiees, et pour separer directement les cellules sur 
le substrat . 

15 Toutefois / il n'existe pas a 1'heure 

actuelle de systeme integrant dans un m@me dispositif 
les fonctions d' analyse et de tri en flux de cellules 
ou de particules, et la dispense des cellules ou 
particules d' interet sur un substrat. 

20 Le document EP1335198 decrit un dispositif 

comportant un canal pour 1 ' alimentation en flux, une 
zone de mesure par impedanc erne trie au moyen d' une serie 
d' electrodes , une zone de tri des particules, des 
bandes conductrices pour transporter des signaux de et 

25 vers les electrodes. Le moyen utilise pour trier les 
particules est la dielectrophorese , a 1'aide d'un 
systeme d' electrodes . 

Ce dispositif connu dispose d' un canal a 
trois branches : une branche d' entree du fluide, et 

30 deux branches de sortie, les particules etant dirigees 
vers I'une ou 1 ' autre sortie. L 1 orientation des 




particules vers telle ou telle sortie se fait 
necessairement au moyen des electrodes agissant par 
dielectrophorese sur les particules en suspension. 

Ce dispositif se borne a separer un fluide 
5 entrant en deux fluides continus, dont l'un contient 
des particules triees. II ne permet pas d'extraire des 
microgouttelettes d'un fluide. 

II se pose done le probleme de trouver un 
dispositif permettant une extraction ou une ejection de 
10 gouttelettes. 

Un systeme d' ejection dirigee a partir d'un 
fluide porteur est propose dans la demande de brevet 
WO0244319, deposee par la societe Picoliter. Cependant 
le moyen pour diriger les cellules se base sur un 
15 systeme d' ondes focalisees, typiquement des ondes 
acoustiques tel que decrit dans la demande de brevet 
WO02/054044 deposee par la meme societe. La precision 
envisageable a 1'aide d'un dispositif de focalisation 
par ondes acoustiques est cependant peu fiable, du fait 
20 de la difficulty de focaliser une onde ultrasonore de 
maniere precise, fiable et reproductible. 

II se pose done egalement le probleme de 
trouver un dispositif qui mette en ceuvre une autre 
technique d f ej ection. 

25 EXPOSE DE L' INVENTION 

L' invention vise a resoudre ces problemes. 
L' invention concerne d'abord un dispositif 
de dispense de gouttelettes comprenant : 

- un premier canal, dit canal principal, pour 
3 0 une circulation d'un premier flux de fluide, 
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- un deuxieme canal de circulation de fluide, 
qui forme avec le premier canal une zone d' intersection 
et qui se t ermine par un orifice d' ejection, 

des moyens de mesure d' une propriete 
5 physique de particules ou de cellules dans le premier 
canal et , 

des moyens pour engendrer une onde de 
pression dans le deuxieme canal. 

L' invention cone erne done un dispositif de 
10 dispense sans contact de particules ou de cellules, par 
exemple sur un substrat, les particules etant 
select ionnees au moyen du declenchement d'un moyen pour 
engendrer une onde de pression. 

L' invention permet done la selection de 
15 particules ou de cellules non marquees en suspension, 

puis la dispense sans contact et a la demande des \ 
particules ou des cellules, par exemple sur un 
substrat . <y 

L' invention differe des composants selon 
20 1' art anterieur, notamment par les moyens pour 
engendrer une onde de pression dans un canal 
supplementaire , 1 ' orientation et 1' ejection des 
particules se faisant sous 1' impulsion de cette onde de 
pression. 

25 En outre le dispositif selon 1' invention 

comporte au moins deux branches de canal d' entrees : 
une entree du canal principal, pour un premier fluide, 
et une branche d' entree du deuxieme canal. 

Le dispositif selon 1 ' invention inclut , 

3 0 dans un espace reduit, un systeme de detection et 
d' analyse des particules, par exemple par 
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impedancemetrie, et un microdispenseur pour 1' ejection 
a la demande de gouttelettes nontenant les 
microparticules d' interet . 

Le dispositif peut notamment avoir des 
5 applications a de la dilution, ou au melange, ou a la 
concentration, ou a d'autres applications au tri des 
particules . 

Selon 1' invention, 1' ejection ■ des 

particules n'est pas liee a un phenomene electrique 

applique directement aux particules, mais s'effectue 

par ejection d'une. micro-gouttelette sous l'effet d'une 

onde de pression (peu iraporte la charge des 

particules), avec eventuellement adjonction d'un second 
f luide . 



15 



20 



Le dispositif peut en outre comporter des 
raoyens d' analyse des signaux electriques et de 
declenchement de l'ouverture des moyens pour engendrer 
une onde de pression. 

Au cas ou une particule ou une cellule 
verifie des criteres specifies, le declenchement des 
moyens pour engendrer une onde de pression peut etre 
pilote par un signal ou des signaux provenant de ces 
moyens d' analyse ou de commande recevant des signaux 
des moyens de detection ou de me sure . 
25 Un dispositif microfluidique selon 

1' invention permet 1 ' analyse et la selection de 
particules en suspension dans un f luide en flux. 

L' invention permet notamment d'extraire 
d'un f luide des micro-gouttelettes . 
30 L' invention concerne done egalement un 

dispositif permettant la detection, et/ou le 
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denombrement et/ou la caracterisation en flux de 
particules ou de cellules, par exemple des cellules 
vivantes non-marquees, suivis du tri et de la dispense 
des particules ou cellules d' interet sur un substrat. 

Un melange et une dispense de reactif s 
peuvent etre obtenus dans des sites d'un substrat 
avant , pendant ou apres la dispense d ' une ou de 
plusieurs cellules sur ce meme site. 

Ce mode d' ejection permet le melange de 
deux liquides (avec ou sans cellule presente) dans des 
proportions bien controlees , sous la forme de 
gouttelettes ejectees vers une surface. 

Dans le cas d ' une dispense de cellules sur 
une surface, un des deux liquides peut par exemple 
contenir des reactifs qui agiront sur la cellule apres 
son depot sur un site du substrat. 

Des cellules individuelles d'un seul ou de 
plusieurs types cellulaires peuvent etre mises en 
matrice sur un substrat, pour realiser des puces a 
cellules par exemple. 

Des puces a cellules, c'est-a-dire des 
reseaux a deux dimensions de cellules vivantes, peuvent 
etre produites a 1' aide d'un dispositif ou d'un precede 
selon 1 ' invention en deposant des cellules 
individuelles dans des puits ou des trous dans un 
substrat non-planaire ou dans des « puits virtuels » 
sur un substrat planaire. Sur une puce a cellules, le 
criblage des cellules est mis en oeuvre sur un n ombre 
relativement bien connu de cellules sur chaque site et 
concerne la detection et la quantification d'une 
fonction ou d'une caracteristique particuliere d'une 
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cellule parmi une population de cellules de differents 
types cellulaires et/ou a differentes etapes du cycle 
de division cellulaire. La fonction ou caracteristique 
cellulaire etudiee est raise en evidence sous l'effet 
5 d'un stimulus chiraigue, optique, glectrique , ... present 
dans le site ou genere a l'exterieur vers la puce. Sur 
un substrat non-planaire, la densite de sites sur la 
puce depend de specifications physiques telles que 
1'epaisseur des murs entre deux puits ou deux trous, 

10 et/ou l'espace laisse entre deux sites pour des 
eventuelles connexions microf luidiques . 

Une density de sites tres superieure peut 
Stre atteinte en introduisant les cellules dans des 
puits virtuels realises sous forme de gouttes deposees 

15 sur un substrat planaire. 

Dans le cas ou les sites de ' dispense 
correspondent a des puits, par exemple des puits 
virtuels sur un substrat, 1' invention est capable de 
fournir des puces a cellules de tres grande densite, 
c'est-a-dire a des densites tres superieures a celles 
accessibles a partir du positionnement de cellules dans 
des plaques a puits ou dans des trous dans le substrat. 

Un systeme selon 1' invention peut en outre 
prevoir un dispositif tel que ci-dessus et un plateau 
25 porte-substrat permettant de deplacer un substrat en X, 
en Y et en Z avec une grande precision. 

Ainsi on peut disposer les particules 
ejectees sur le substrat. 

Eventuellement, une enceinte de controle de 
1' atmosphere enferme 1' ensemble du dispositif ou du 
systeme . 
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Le dispositif selon 1 ' invention peut aussi 
etre utilise comma un instrument pour la production de 
puces et pour toute autre application necessitant un 
arrangement spatial particulier d' un nombre controle de 
cellules sur un substrat . 

Par exemple, la faculte de deposer avec 
precision un nombre varie de produits et d'objets tels 
que des biopol^eres, des cellules de differents types 
et des facteurs de croissance (stimulants et 
inhibiteurs) peut slaverer avantageuse dans le cadre de 
la regeneration de tissus endommages et la realisation 
de tissus artif iciels . 

Lie dispositif selon 1 ' invention permet 
aussi de detecter et analyser en flux des cellules non- 
marquees, et integre la fonction supplemental re de 
dispense d' un nombre . controle et reproductible de 
cellules sur des sites. 

La sedimentation des cellules dans le 
dispositif est evitee grace a une circulation continue 
des cellules dans le dispositif selon 1 ' invention, 
tandis que 1 7 entree d'agregats cellulaires dans le 
dispositif selon 1 ' invention peut etre empechee par les 
petites dimensions du dispositif. 

Les volumes dispenses peuvent etre reduits 
au volume minimal necessaire pour contenir une 
microparticule, ce qui permet de localiser avec 
precision le depot de chaque cellule ou particule et de 
realiser des puces a cellules possedant une densite 
tres elevee de sites. 

Par exemple, on peut generer des 
gouttelettes de volume compris entre environ 




1 femtolitre et 10 ul, ou de diametre d' environ 0,1 
a 2 mm ou 5 mm. 
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L' evaporation du milieu contenant les 
cellules pent etre limitee par la mise en ceuvre d'un 
controle de 1 ' atmosphere, en particulier d'un controle 
du degre d' hygrometrie . 

Selon un mode de realisation particulier, 
un dispositif selon 1' invention comporte deux branches 
de canal principal, et au moins une branche de canal 
10 secondaire, qui se rejoignent dans la zone 
d' intersection. 

Par ailleurs, une ouverture d' entree du 
premier flux de fluide peut etre reliee a une premiere 
branche du premier canal, et une ouverture d' injection 
15 d'un autre flux de fluide au deuxieme canal. 

Le dispositif selon 1' invention peut 
comporter au moins une couche deposee a la surface d'un 
premier et/ou d'un deuxieme substrats ou au moins un 
film intercalaire insere a 1' interface d'une plaque et 
d'une plateforme, des branches de canal St ant creusees 
ou percees dans la ou lesdites couches ou dans le ou 
lesdits films intercalaires . 

Au moins une ouverture et/ou un orifice 
peut etre perce a travers l'epaisseur du substrat de la 
25 plateforme et/ou de la plaque. 

Chaque couche deposee a la surface de 
substrat ou chaque film intercalaire insere a 
1' interface de la plateforme et de la plaque peut etre 
composee d'un ou de plusieurs materiaux choisi parmi le 
3 0 groupe de materiaux comportant les materiaux de gravure 
du domaine electronique, les resines, les polymeres, 
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les materiaux dielectriques , les composes isolants 
d' elements semiconducteurs , notamment les resines 
photosensibles ou electrosensibles , les polyimide, 
polystyrene, polyethylene, polyur ethane , polyvinyl, le 
poly - dimethyl s i loxane , les nitrures, les oxydes et les 
composes de silicium, ainsi que le verre . 

Des branches de canal peuvent former des 
capillaires de dimensions transver sales de 1 ' ordre de 
quel que s disaines de nanometres (par exemple 2 0 nm) a 
quelques millimetres (par exemple 2 mm ou 5 mm) . 

Les moyens de mesure peuvent etre de type 
optique et/ou electrique, par exemple des moyens de 
mesure d ; impedance du milieu fluide. Ceci peut etre 
realise avec une serie d' electrodes , par exemple 
disposees le long d'au moins une branche de canal. 

Par exemple, au moins trois mi c roe 1 e c t rode s 
sont disposees dans une branche de canal pour mesurer 
une variation dif f erent ielle d' impedance. 

Les moyens pour engendrer une onde de 
pression peuvent comporter une electrovanne et/ou un 
actionneur physico-mecanique apte a generer une onde de 
pression . 

Un dispositif selon 1 ' invention peut etre 
realise par assemblage d' une puce microf abriquee 
comportant des microcanaux et une - serie de 
microelectrodes, et d'une electrovanne qui genere une 
onde de pression a 1 ' origine de 1 ' ejection des 
particules a 1'exterieur de la puce. 

Le volume d' ejection en sortie d'une 
electrovanne peut etre tres precis et reproductible. 
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L' invention concerne egalement des 
applications liees a la production de micro- 
gouttelettes, dont la composition en particules a pu 
etre ajustee ; cette technique permet une dispense sans 
contact avec un contrSle unitaire de chaque particule, 
et avec des volumes de micro-gouttelettes d'un a 
plusieurs ordres de grandeur plus faibles que ceux de 
1 ' art anterieur . 

Selon un exeraple d' application un premier 
10 fluide circulant dans le dispositif comporte par 
exemple un liquide, ou une solution, ou une suspension 
ou un milieu contenant des particules ou des cellules 
biologiques, ou des composants ou des produits 
cellulaires, notamment des bacteries, ou des lignees 
15 cellulaires, ou des globules, ou des noyaux 
cellulaires, ou des chromosomes, ou des brins d'ADN ou 
d'ARN, ou des nucleotides, ou des ribosomes, ou des 
enzymes, ou des protides, ou des proteines, ou des 
parasites, ou des virus, ou des polymeres, ou des 
facteurs biologiques, ou des stimulants, et/ou des 
inhibiteurs de croissance. 

Parmi les particules, sont notamment 
concernes des particules solides insolubles dans le 
liquide, telles que des particules dielectriques 
(microbilles de latex par exemple) , ou des particules 
magnetiques, ou des pigments (pigments d'encre par 
exemple), ou des colorants, ou des cristaux de 
proteines, ou des poudres, ou des petites structures de 
polymeres, ou des substances pharmaceutiques 
insolubles, ou des agregats (ou « clusters ») de petite 
taille formes par agglomeration de colloxdes. 
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Le second flux comporte par exemple des 
moyens de reaction ou d' interaction avec le premier 
fluide, notamment au moins un reactif, ou un principe 
act if, ou un marqueur, ou un milieu nourr icier, ou un 
produit chimique, un ant i corps, une sequence ADN, ou 
une enzyme, ou un protide, ou une proteine, ou un 
facteur biologique, ou un stimulant ou un inhibiteur de 
croissance . 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

D'autres objectif s, caracteristiques et 
avantages de 1 / invention apparaitront a la lecture de 
la description ci-apres de modes de realisation, donnes 
a titre d' exemples non-limitatif s, en relation avec les 
dessins annexes, sur lesquels : 

- les figures 1A et IB representent des 
vues ouvertes, lorsque les plaquettes sont demontees, 
d'un dispositif de dispense de gouttelettes selon 
1 ' invention ; 

- la figure 2 represente une vue de dessus, 
apres assemblage des plaquettes, d'un dispositif, selon 
1 ' invention ; 

- la figure 3 represente une vue de face de 
1 ' ensemble du dispositif monte avec une elect rovanne et 
un contrepoids, selon 1' invention ; 

- la figure 4 represente une vue de dessous 
du dispositif selon 1' invention 7 

- la figure 5 represente une vue d' ensemble 
d'un systems associant un dispositif et une table 
tragante dans une enceinte, selon 1' invention ; 
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- les figures 6A a 6D representent des 
variantes de realisation- de dispositif selon 
1 ' invention . 

DESCRIPTION DETAILLEE DE MODES DE REALISATION DE 
5 L'lmTENTION 

Un premier exemple d'un dispositif selon 
1 / invention va etre decrit en liaison avec la figure 1. 

Sur cette figure, le dispositif comporte un 
subs t rat 2, par exemple en verre, sur lequel une serie 
10 d' electrodes 4 est formee . 

Une couche 6 recouvre au moins 
partiellement les electrodes. Cette couche est par 
exemple en polyimide ou en tout autre materiau pouvant 
etre depose sous forme de couche mince , en particulier 
15 toute resine photosensible ou electrosensible telle 
que, par exemple, les resines S1818 ou S1813 de la 
societe Shipley ou des resines electrosensibles de 
polymethylmethacrylate. Dans cette couche, sont formees 
une premiere et une deuxieme parties 8, 10 d'un premier 
micro canal et une premiere et une deuxieme parties 12, 
13 d'un deuxieme micro -canal, de meme qu'une ouverture 
20, ou orifice d'ejection. 

Une portion 14 des micro-electrodes est en 
contact avec le canal 8,10. 

25 A chaque extremite des canaux 8, 10 sont 

definies des zones, 22,24, plus larges, qui serviront 
de points d' entree et de sortie d'un fluide circulant 
dans le canal 8,10. 
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De meme , une ouverture 26, servira de point 
d' entree a un second fluide, destine a circuler dans le 
canal 12, 13, en direction de 1' orifice d' ejection 20. 

Une zone d' intersection 27 se situe entre 
5 le canal 12 et cet orifice d' ejection. 

Sur la figure 1A, les parties 12, 13 du 
deux i erne microcanal sont de dimension ou de section 
comparable au microcanal principal 8, 10, et croisent 
celui-ci sensiblement a angle droit. Mais un croisement 
10 a angle oblique peut aussi etre realise. Le deuxieme 
microcanal 12,13 relie le dispositif d'actionnement de 
1' ejection jusqu'a l r orifice d' ejection des 

gouttelettes . 

L' expression « canal de propulsion » 

15 designe par la suite la partie 12 du deuxieme canal qui 
va de la zone 26 d' introduction jusqu'au canal 
principal, et 1' expression « canal d' ejection » la 
partie 13 de canal qui va du canal principal 8, 10 vers 
1 ' orifice d'ejection 20. 

20 La couche 6 est destinee a etre recouverte 

par un deuxieme substrat 28, par exemple lui aussi en 
verre, comme illustre sur la figure 2. 

La figure IB represente ce deuxieme 
substrat 28. De preference, ce deuxieme substrat 28 est 

2 5 muni d ' une couche 6' similaire a la couche 6, munie de 
motifs 8', 10', 12', 13', 20' reproduisant les canaux 
8, 10, 12, 13, 20' et les zones 22' , 24' , 26' 
reproduisant les zones 22, 24, 26, d' entree et de 
sortie des fluides. 

30 Le dispositif est assemble en retournant la 

plaquette de la figure IB sur celle de la figure 1A. 
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La deuxieme couche 6' perraet, en 
combinaison avec la premiere couche 6, un assemblage 
efficace des substrats . 

Le deuxieme substrat 2 8 est muni (figure 2) 
de trois orifices 32,34,36, qui communiquent avec les 
ouvertures 22,24,26 definies dans les couches 6 et 6'. 

La figure 3 represente une vue en 
perspective du dispositif, des f leches 42,44 
symbolisant 1 ' entree et la sortie d'un premier fluide, 
par exemple un milieu cellulaire. Sur cette figure, 
sont egalement representes des raoyens 40, 41 (ici : une 
electrovanne) pour appliquer une onde de pression dans 
le canal 12 . Ces moyens sont representes ici 
positionnes contre le substrat 28. La fleche 46 
symbolise 1 ' introduction d'un deuxieme fluide a travers 
ces moyens 40, 41 vers le canal 12. Un contrepoids 48 
peut eventuellement etre fixe contre le substrat 2 
oppose . 

Les electrodes 4 peuvent etre reliees, par 
des connexions electriques 5 a des moyens 50 d' analyse 
(figure 5), par exemple un circuit electronique . Ces 
moyens sont configures ou programmes pour detecter le 
passage de certaines particules ou cellules au niveau 
des electrodes 4, dans la portion 14 de celles-ci qui 
25 traverse les canaux 8,10 (voir figure 1). 

Avantageusement , les electrodes 4 et les 
moyens electroniques 50 constituent un dispositif 
d' analyse par impeda'ncemetrie . 

Si, en outre, les substrats 2, 28 sont 
transparents, des moyens de detection optique peuvent 
etre mis en oeuvre, diriges vers la puce. Un signal 
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pr adult par ces moyens optiques peut etre envoye vers 
les moyens de control e 50 et utilise, par exemple seuls 
ou en combinaison avec les signaux provenant des 
electrodes 4 f pour declencher les moyens 4 0 d' ejection. 
5 Ainsi, on peut mettre en ceuvre des techniques de 
detection optique a 1 ' aide de moyens optiques diriges 
entre les electrodes 14 du dispositif. Ces moyens 
optiques fonctionnent par exemple sur le principe de la 
diffusion optique au passage des cellules ou des 
10 part icules . 

II est egalement possible de faire une 
analyse optique seule sans recourir aux electrodes. 
Dans ce cas f un dispositif selon 1 ! invention ne 
comporte pas necessairement d' electrodes . 

15 La figure 4 represents une vue du 

dispositif dans un boitier ou rnoule 49, par exemple en 
plastique . Les references 72, 74 , 76 designent des 
connexions f luidiques , et les references 51, 53 des 
connexions electriques . 

2 0 Le systeme peut etre aliment e de raaniere 

continue en fluide a partir d'un reservoir 52 (figure 
5) contenant, par exemple, une suspension cellulaire 
homogene ou heterogene . Le fluide ou le liquide 
traverse le dispositif par les can aux 8,10, en ressort 

25 par la deuxieme ouverture 24 et est collecte dans un 
deuxieme reservoir 54 . un reservoir 56 contient le 
fluide qui circule dans les moyens 40, 41 et vers le 
canal 12 * 

Le microcanal principal 8,10 a de 
30 preference une section adaptee au type de particules 
qui doit etre ejecte, par exemple entre un micrometre 




et trois cents micrometres pour des cellules, et forme 
en quelque sorte un capillaire. Ainsi, les cellules, 
circulant dans le microcanal principal 8, passent 
devant les electrodes 14 et sont analysees une a une, 
5 par exemple par impedancemetrie , leurs proprietes 
electriques 6tant mesurees en flux a l'aide des 
electrodes 14. Une serie de trois' microelectrodes tres 
rapprochees permet de mesurer une variation 
differentielle d' impedance lors du passage d'une 
10 particule et ainsi d' identifier la particule en 
comparant la mesure au profil d' impedance attendu, 
comme decrit dans la demande de brevet EP 1335198 et 
dans S. Gawad, L. Schild et Ph. Renaud, Lab on a chip, 
2001, 1, 76-82. 

15 11 es t done possible de realiser 

1' identification de cellules ou de particules selon des 
caracteristiques pertinentes, detectees de maniere 
electrique et/ou optigue, en particulier sur des 
criteres de taille, de conductivity cytoplasmique et/ou 
2 0 de capacitance membranaire . 

Cette technique est tres sensible et 
percoit, par exemple, 1' influence du cytoplasme ou des 
differences signif icatives pour des microbilles dont le 
diametre differe de seulement quelques microns. Des 
25 operations de traitement des signaux electriques 
enregistres peuvent etre realisees simultanement par le 
circuit electronique 50 afin de pouvoir detecter et 
caracteriser les particules en temps reel, ainsi que de 
denombrer chaque categorie identifiee de particules. 

Cette methode permet en outre de mesurer la 
Vitesse des particules lors de leur passage devant les 
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electrodes 14. En fonction des resultats de mesure , le 
dispositif peut etre programme pour parametrer au cas 
par cas une decision d' ejection, comma explique ci- 
dessous . 

5 En effet, les moyens 5 0 peuvent etre 

configures ou programmes pour envoyer, en fonction des 
mesures effectuees, une commande ou un signal vers les 
moyens 40. Ceux-ci vont alors generer une onde de 
pression qui, transmise au fluide contenu dans le canal 

10 12, va pousser le fluide provenant du canal 8 et alors 
situe dans la zone d' intersection 27, vers 1' orifice 
d' ejection 20. Le canal 12, 13 permet de relier le 
dispositif 40 d' actionnement de 1' ejection jusqu'a 
1 ' orifice d' ejection 20 des gouttelettes . 

15 Afin que les moyens 40 ne risquent pas 

d'etre bouch.es ou endommages par le premier fluide 
circulant dans le canal principal 8, 10, ou par 
1 ' accumulation de cellules et de proteines d'un milieu 
cellulaire contenu dans le premier fluide, ils sont 

2 0 situes en retrait par rapport au canal principal 8, 10. 
En effet, le deuxieme fluide, dans le canal 12 de 
propulsion, agit alors comme une interface avec le 
fluide ou le milieu cellulaire circulant dans le canal 
principal 8,10. 

25 . Le fait que les moyens 4 0 soient en retrait 

vis-a-vis du canal principal 8, 10 permet en outre de 
reduire les contraintes de cisaillement sur les 
cellules lors de 1' ejection et de centrer la majeure 
partie de 1 ' onde produite vers le canal d' ejection 13. 

3 0 D' autre part, si les dimensions du 

microcanal principal sont reduites, des agregats de 
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cellules, qui pourraient boucher le microdispenseur, ne 
peuvent acceder aux raoyens 40. 

Une grande precision dans la decision 
d' ejection peut etre atteinte grace a la faible 
distance d (figure 1) , comprise par exemple entre 5 urn 
et 15 urn, par exemple egale a environ 10 um, entre la 
serie d' electrodes 14 et la zone de croisement 27. La 
serie d' electrodes est done placee le plus proche 
possible de la zone de croisement 27. 

Comme illustre sur la figure 3, la dispense 
des particules est done accomplie par 1' ejection, hors 
du dispositif, d'une gouttelette 60, contenant la 
particule d'interet, par exemple vers un site d'un 
substrat. La position relative d'un dispositif selon 
1' invention et d'un tel substrat 71 est en fait 
illustree sur la figure 5. L' ejection des particules 
d'interet permet un tri des particules en fonction de 
criteres preetablis par 1'operateur. 

La detection et 1' ejection des particules 
d'interet peuvent etre coordonnees grace aux moyens 5 0 
qui peuvent analyser, en temps reel, les signaux 
electriques mesures entre les electrodes 4. En 
particulier, la largeur et/ou 1' instant de 
declenchement et/ou la forme et/ou 1' intensity d'un 
signal de commande peuvent etre adaptes par les moyens 
50. En consequence, chaque gouttelette 60 produite 
contient une microparticule d'interet, et peut gtre 
ejectee vers un recipient particulier ou vers un site 
particulier sur un substrat. 

Un procSde de dispense a la demande selon 
1' invention met done en reuvre une onde de pression 
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exercee, clans 1'exemple dorme, par une vanne miniature 
4 0 (figure 3) commandee elect riquement par un 
microsolenoide ; le tout etant pilote par les moyens 50. 

Selon un mode particulier de realisation 
une elect ro vanne pent etre integree directement sur la 
puce par des techniques de microf abrication , D'autres 
moyens peuvent aussi etre utilises pour gene re r 1 1 onde 
de pression a la place de 1 ' electrovanne . Par exemple , 
des dispenseurs a la demande de type piezoelectrique , 
ou acoustique , ou electroraecanique , ou pneumati que ou 
actionne par une bulle d'air ou de solvant peuvent etre 
utilises, en rempla<?ant la vanne miniature a 
1'extremite du canal 12 de propulsion par un materiau 
piezoelectrique / ou un transducteur electroacoustique, 
ou un actionneur mecanigue, ou un piston, ou une 
resistance chauffante. 

Dans le cas d' une dispense a la demande de 
type thermique, 1 ' eloignement relatif de la resistance 
chauffante (du fait de la portion de canal 12 qui 
separe les moyens 4 0 du canal principal 8, 10) evite 
d J endommager les cellules et favorise ainsi leur taux 
de survie . 

Lorsqu'une particule est detectee par les 
moyens 50 comme verifiant des cri teres specifies, Line 
impulsion de pression est appliquee par les moyens 40 
et une gouttelette 60 est ejectee a travers 1 ' orifice 
d' ejection. L 1 onde de pression a la base de l 1 eject ion 
est generee par un second fluide ou liquide 46 propulse 
par les moyens 40 (figure 3) . Ce fluide ou ce liquide 
est conduit a travers le canal de propulsion 12 en vis- 
a-vis du canal d' ejection 13, traverse le canal 




15 



principal 8, 10 et est expulse a travers 1' orifice 
d' ejection 20. Par ce mouvement, une portion de liquide 
est extraite du canal principal et poussee vers 
1' orifice d' ejection 20 selon une direction 
5 sensiblement perpendiculaire a son deplacement initial, 
ou selon une autre direction si le canal d' ejection et 
le canal principal ne se croisent pas a angle droit. 
L' element de volume ejecte du canal principal contient 
la fraction d' interet uniquement, en particulier 
10 1' element de volume qui renferme la cellule ou 
particule d' interet . 

En dehors de toute ejection, le canal 
d' eject ion 13 est rempli par action capillaire. Le 
liquide est retenu par sa tension de surface au niveau 
de 1' orifice d' ejection 20. Ce second liquide, propulse 
par les moyens 40, est initialement au repos dans le 
canal de propulsion. 

L' application d'une impulsion de pression 
produit 1' ejection d'une gouttelette dont le volume est 
fixe par la forme et la duree de 1' impulsion. 

Pour une impulsion identique, le meme 
volume est dispense quelles que soient la densite, la 
viscosite et la tension de surface du liquide et les 
variations eventuelles des conditions atmospheriques . 
25 Le volume dispense peut etre controle 

precisement en ajustant, a 1'aide des moyens 50, par 
exemple programmes a cet effet, 1' instant de 
declenchement et/ou la duree d'ouverture et/ou la forme 
et/ou l'intensite de 1' impulsion electrique pilotant 
les moyens 40. Le volume ejecte est par exemple .compris 
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entre 0,1 pL et 10 p.L 7 en f one t ion des dimensions des 
canaux et des parametres d' impulsion de 1 ' elect rovanne . 

Un mode d J utilisation du microdispenseur 
selon 1 ' invention est done la production de 
5 gouttelettes dont chacune contient une micropart icule 
d' interet . 

Le microdispenseur selon I 7 invention 
integre done les fonctions de chargement du liquide, 
d f analyse des micropart icules ou des cellules vivantes 

10 non-marquees , de separation et cV ejection des cellules 
ou particules d' interet, et de sortie du liquide avec 
les cellules ou particules ref usees . 

Les micropart icules d' interet peuvent etre 
detectees et analysees en flux par impedancemetrie 

15 (detection electrique) et/ou par detection optique en 
amont de la zone d' ejection* Le mode d' ejection des 
gouttelettes peut etre du type a la demande (DOD / Drop 
On Demand) et sans contact, produisant une dispense a 
partir d'un flux, de I 7 element de volume d' interet, 

20 c ' est-a-dire contenant une microparticule selectionnee . 

La figure 5 represente un systeme 70 porte- 
substrat, de type table tragante qui regit les 
deplacements d'un substrat 71 en X, en Y et en Z, avec 
une certaine precision (de preference mierometrique) , 

25 dans l'objectif de receptionner les gouttelettes 60 
contenant chacune une cellule sur des sites adequats 
d'un substrat. Les deplacements de la table tra^ante 
peuvent etre coordonnes avec les ejections de 
gouttelettes, a 1 ' aide des raoyens 50. En particulier 

30 les positions du plateau porte-substrat sous la buse 
d' ejection peuvent etre pilotees en fonction du type de 




cellule ou de particule detectee. L' identification de 
la microparticule, a l'aide des moyens 50, permet done 
a. la fois 1' operation de dispense ou d' ejection et le 
posit ionnement du site sur le substrat . 
5 Un autre mode d' utilisation d'un dispositif 

selon 1' invention est 1' ejection d'une serie de 
gouttelettes dont l'une contient la microparticule. 
L'alignement de la tete de dispense et du substrat 71 
permet de controler le nombre de gouttelettes deposees 
10 dans chaque site et, si necessaire, d'ajouter 
ulterieurement de nouvelles gouttelettes sur les sites 
dispenses. 

La concentration de particules sur un site 
du substrat depend du nombre de gouttelettes 
15 dispensees, en particulier la concentration de 
particules peut Stre inferieure ou superieure a la 
concentration initiale dans le reservoir. 

En outre, le dispositif permet d'ajouter, 
de fagon ponctuelle ou reguliere, du solvant et/ou des 
reactifs avec une tres grande precision, par exemple 
dans le cadre d' experiences dependant du temps. 

Le liquide 46 propulse par les moyens 40 
peut etre le meme ou non que le liquide dans le canal 
principal 8, 10 qui contient les particules. Une 
25 possibility de melange de deux liquides au moment de 
1' ejection est incluse lorsque les deux liquides sont 
differents ou si le liquide propulse par 1 ' electrovanne 
contient un produit particulier. 

Cette f onction de melange permet par 
30 exemple d'introduire des reactifs dans la gouttelette 
contenant une cellule, qui agiront sur la cellule apres 
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le depot sur le site. Un melange ulterieur est 
egalement possible avec le meme dispositif , en deposant 
de nouvelles gout te let tes sur des sites deja existants 
sur un substrat 71. 
5 A titre d' exemple, les reactifs peuvent 

etre des principes actif s ; des marqueurs 

immunof luor e s cent s ciblant des antigenes specif iques , 
des marqueurs de metabolisme ou de viabilite tels que 
le bleu trypan, ou des produits toxiques, ou des 

10 sequences ADN pour une transfection des cellules. 

Les reactifs peuvent egalement etre des 
proteineS; par example des enzymes telles que la 
trypsine. Le depot de deux types cellulaires sur le 
meme site permet de realiser 1 1 etude d 7 interactions 

15 cellule-cellule. Le dispenseur peut egalement etre 
connect e en amont ou en aval avec d'autres dispositifs 
d' analyse en flux tels que par exemple 1 ' electrophorese 
capillaire , et/ou la spectroscopie de masse. 

Le microdispenseur selon 1' invention peut 

2 0 etre realise a 1 1 aide des techniques convent iormel les 
de microf abrication en salle blanche. Un exemple de 
precede de realisation va §tre decrit. 

Un premier masque optique est employe pour 
produire les motifs des microelectrodes dans une 

2 5 phot ore sine (par exemple disponible sous la reference 

commerciale « AZ5214 ») sur une plaquette en verre, par 
exemple de quatre pouces {soit 10 cm environ) , et 
deposer une bicouche metallique de 5 0 nm de titane et 
de 150 nm de platine par pulverisation cathodique . 

3 0 Les microelectrodes 14 ont une largeur de 

20 ]am, une distance inter-electrode comprise entre 
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20 um et 50 um, et s 1 etendent jusqu'a des plots 5 de 
contact electrique situes sur le cSte oppose de la puce 
(figure 1) . 

Le microdispenseur peut Stre fabrique en 
assemblant deux puces identiques l'une sur 1' autre, a 
la difference que des microelectrodes 14 peuvent n'etre 
realisees que sur l'une d'entre elles. Les 
microelectrodes peuvent done etre produites sur un cote 
seulement de la plaquette de verre, par exemple le cote 
gauche tandis qu'aucune electrode n'est fabriquee sur 
le cote droit. 

Les microcanaux sont definis dans une 
photoresine de polyimide (PI-2732, Dupont) grace a un 
second masque optique. Les dimensions du microcanal 
principal 8,10, du canal 12 de propulsion et du canal 
13. d' ejection sont de preference semblables dans la 
zone de croisement 27, avec une section adaptee au type 
de particules qui doit etre ejecte. La largeur des 
microcanaux est typiquement comprise entre 1 um et 
20 300 um. La hauteur des. canaux, determinee par 
1'epaisseur des couches 6,6' de polyimide, peut etre 
comprise entre 10 0 nm et 75 um ; puisque le 
microdispenseur peut §tre obtenu par assemblage de deux 
puces d'epaisseur identique, il suffit de deposer une 
25 epaisseur de polyimide egale a la moitie de celle 
recherchee (entre 5 0 nm et 38 um) . 

Les epaisseurs de polyimide 6,6' peuvent 
Stre comprises entre 15 um et 25 um, et les epaisseurs 
des canaux obtenus dans cette couche 6,6' entre 3 0 um 
et 50 um, tandis que les largeurs des canaux sont 
comprises entre 5 0 um et 10 0 um dans la zone 2 7 de 
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croiseraent des microcanaux. La plaquette de verre est 
decoupee en deux morceaux / 1 ' un portant les 
microelectrodes , 1 ' autre n' en portant aucune . Les deux 
morceaux sont alignes 1 ' un sur 1 ' autre pour former les 
5 microcanaux et assembles par un recuit thermique a 
300°C sous atmosphere d' azote . 

Les puces sont decoupees pour separer les 
microdispenseurs et degager les plots 5 des 
microelectrodes. Tx-ois ouvertures sont produites dans 

10 chaque dispositif par electroerosion avec une pointe 
en tungstene : deux ouvertures a chaque extremite du 
microcanal principal constituent 1 ' entree et la sortie 
du solvant contenant les microparticules , la troisieme 
ouverture pres du centre du microdispenseur est dediee 

15 au positionnement . de 1 ' electrovanne . Dans une 
configuration, 1 ' ouverture 36 pour 1 ' electrovanne est 
realisee sur la plaquette de verre 2 qui porte les 
electrodes 14,4,5. Dans une autre configuration 
illustree figure 2, 1' ouverture 36 pour 1 ' electrovanne 

20 40 est realisee sur la plaquette de verre 28 opposee a 
la plaquette 2 qui porte les electrodes 14,4,5 et qui 
forme la plateforme. Chacune des ouvertures 32,34,3 6 
peut etre realisee d' un cote quelconque du 
microdispenseur , en particulier les ouvertures 32,34 

25 pour- 1' entree et la sortie du solvant et 1' ouverture 36 
de 1 ' electrovanne peuvent etre situees du meme cote ou 
placees en opposition , 

L' electrovanne employee est par exemple une 
vanne de microdispense VHS Small Port INKA 4026212H 

3 0 (The Lee Company, Westbrook, USA) , avec un orifice de 
sortie de 10 0 jam de diametre interne, maintenue centre 
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la puce avec un joint etanche de polydimethylsiloxane 
(PDMS) ou avec un joint torique (« O-Ring » en 
plastique. L f assemblage elect r ovanne - puc e est stabilise 
en maintenant un contrepoids 4 8 sur la puce du cote 
oppose de 1 ' electrovanne , ce qui perrnet de supporter 
fermement la puce dans le plan vertical et d' ejecter 
des gouttelettes vers le bas . L ' electrovanne 4 0 et le 
contrepoids 4 8 sont soutenus dans la direction 
orthogonal e au plan de la puce grace a un moule 4 9 de 
plastique qui englobe la puce, 1 ' electrovanne , le 
contrepoids et les connexions fluidiques aux 
reservoirs . 

Le dessin du microdispenseur est de 
preference symetrique par rapport a 1 ' axe forme par les 
15 canaux de propulsion 12 et d' ejection 13 : les canaux 
8,10 et les microelectrodes 14 sont reproduites a 
1' i dent i que par rapport a cet axe de symetrie. Dans 
cette configuration, 1 ' entree et la sortie sont 
interchangeables puisqu'une detection des 

microparticules peut etre effectuee des deux cotes du 
microdispenseur. En outre, la presence de 

microelectrodes 14 apres le canal d' ejection 13 perrnet 
de suivre les displacements des cellules ou particules 
qui n'ont pas ete select ionnees pour 1 / ejection. 
25 Un suivi optique des deplacements des 

microparticules peut egalement etre realise a travers 
les deux faces du microdispenseur, lorsque celui-ci est 
fabrique a partir d ' une plaquette de verre (materiau 
transparent). En particulier, 1 ' observation optique des 
3 0 microparticules est profitable lors des premiers 
ajustements effectues pour coordonner la detection 
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electrique des cellules ou particules et le 
declenchement de 1'ouverture de 1 ' elect rovanne . 

Dans une autre configuration illustree par 
exemple sur la figure 6C, les microelectrodes 63,65 
5 sont disposees des deux cotes du raicrodispenseur . Dans 
ce cas, la difference d' impedance est mesuree entre 
deux electrodes 63/65 en vis-a-vis , comme specif ie dans 
S. Gawad et al . , Lab on a chip, 2001, 1, 76-82. 

Dans une autre configuration, 

10 1 ' electrovanne 4 0 est placee au-dessus du microcanal 
principal, et les canaux de propulsion 66 et d' ejection 
68 consistent en des ouvertures realisees a travers les 
substrats en verre 28 et 2, comme illustre sur les 
figures 6A a 6D . Dans ce cas, 1' ejection de 

15 gouttelettes 60 est produite directement dans 1 ' axe de 
1 ' electrovanne 4 0. 

Plusieurs types de materiaux sont possibles 
pour les substrats du microdispenseur et pour realiser 
les microcanaux, mais les materiaux utilises sont de 

2 0 preference isolants (pour ne pas perturber 1 ' analyse 
electrique) et biocompatibles : re sines photosensibles 
ou electrosensibles , polymeres (polystyrene, 

polyethylene, polyurethane , poly (dimethyl si loxane) 
(PDMS) , poly (vinyl chloride),...), couches isolantes 

2 5 deposees par depot chimique en phase vapeur (Chemical 

Vapor Deposition, CVD) telles que des couches de Si3N4 
ou de Si02,... 

Une possibility est de realiser les 
microcanaux directement dans le substrat en verre par 

3 0 gravure chimique au BHF (acide f luorhydrique 

tamponne) ou au HF (acide f luorhydrique) dilue et de 
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sceller les deux puces par collage ou par soudure 
directe . 

L ' invention decrite est tres flexible et 
s'adapte aux specifications recherchees par 
5 l'utilisateur. En particulier, le dispositif pent £tre 
utilise pour une partie seulement de ses fonctions. 

Par exemple, une application est le simple 
denombrement en flux des cellules sans ejection 
ulterieure. Une autre operation possible est la 
10 caracterisation et le denombrement en flux des cellules 
sans ejection. Le denombrement peut etre effectue a 
l'aide des moyens 50, qui comptabilisent les particules 
ou les cellules presentant des caracteristigues 
donnees, mesurees a l'aide des moyens de mesure 
electrigue et/ou optigues tels gue decrits ci-dessus. 

Une application est la dilution de 
particules : les gouttelettes 60 sont formees par 
melange du liguide circulant dans le premier canal et 
du liguide propulse par le systeme produisant l'onde de 
pression (par exemple, une electrovanne) . Le volume des 
gouttelettes est proportionnel au temps d'ouverture du 
systeme produisant l'onde de pression. Une dilution 
peut ainsi etre effectuee en augmentant le volume de la 
gouttelette ejectee. 

Une autre possibilite de dilution concerne 
la gouttelette deposee sur le substrat, constitute de 
plusieurs gouttelettes plus petites ejectees par le 
dispenseur. Certaines des gouttelettes ejectees peuvent 
correspondrent a des gouttelettes « vides », c'est-a- 
dire a des gouttelettes sans cellules ou particules gui 
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augment exit le volume de la gouttelette sur le substrat 
et done diluent les composants qui y sont contenus . 

Une autre application conoerne le tri et 
1' ejection des cellules vers un ou plusieurs recipients 
5 sans disposition particuliere des cellules sur un 
substrat . 

Plus generalement , le tri conoerne la 
possibility de laisser les cellules ou particules 
circuler vers la sortie 24 du premier canal (figure 1A) 

10 ou de les propulser a 1 ; exterieur du dispenseur sous 
forme de gouttelett.es . La separation des cellules ou 
particules vers deux sorties est done realisee au 
niveau de 1 ' intersection 27 des deux canaux, en 
fonction des signaux enregistres par le systeme de 

15 detection. 

Une autre forme de tri consiste a 

positionner un substrat 71 en fonction de la cellule 

contenue dans la gouttelette ejectee afin que les 

cellules soient collectees dans des recipients 
20 differents selon le type cellulaire. Ceci permet 

d' obtenir des cultures cellulaires purif iees dans des 

recipients particuliers . 

L ' invention permet de del ivrer des nombres 

precis de cellules vers des recipients ou vers des 
25 sites determines sur un substrat , par exemple pour des 

applications de tri, et/ou de distribution, et/ou de 

dosage et/ou de transfert d ' echantillons * 

Le microdispenseur peut etre employe pour 

extraire une ou quelques cellules du milieu avec la 
30 possibility de controler precisement le volume de 

liquide qui les contient, et par consequent de 
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concentrer les cellules sur le site ou bien de les 
diluer par ajout sur le site de gouttelettes 
supplement a ires sans cellules. 

Le matricage des cellules sur un substrat 
peut concerner une ou plusieurs cellules sur chaque 
site. Dans le cas de sites contenant plusieurs 
cellules, un seul ou plusieurs types cellulaires 
peuvent etre deposes sur un meme site. 

Des gouttelettes sans cellules peuvent etre 
volontairement ajoutees dans des sites du substrat, que 
ceux-ci contiennent des cellules ou non, par exemple 
pour delivrer des reactifs en quantite tres precise sur 
le site ou pour compenser 1 ' evaporation du liquide sur 
le substrat . 

De facon avantageuse, la taille reduite du 
dispositif (1 cm a 3 cm de cote) permet la manipulation 
de volumes reduits de suspension cellulaire, par 
exemple pour prelever des echantillons rares ou 
precieux, ou pour extraire des cellules en tres petite 
quantite diluees dans un volume relativement grand de 
liquide. La concentration cellulaire initiale dans le 
reservoir peut etre faible et adaptee au nombre total 
de cellules qui doivent etre dispensees, ce qui permet 
de realiser des dispenses de cellules a partir de 
petits echantillons extraits de milieux cellulaires 
plus importants. Le microdispenseur permet 

potentiellement de dispenser toutes les cellules 
d'interet d'un milieu, si necessaire (par exemple si le 
nombre de cellules est eleve et ne permet pas de 
declencher toutes les operations d' ejection pendant un 
seul passage) en mettant en oeuvre une connexion en 
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boucle de la sortie et de 1 ' entree du dispenseur afin 
de realiser plusieurs passages successifs du milieu 
dans le dispositif . 

Comrne illustre sur la figure 5, 1' ensemble 
de 1' instrumentation 49,50,52,54,56 du dispositif et de 
la table tragante 70,71 est place dans une enceinte 500 
pour le controle de 1 ' atmosphere , c ' est-a-dire le 
controle de l'humidite, de la pression et de la 
temperature. Une me i lieu re fiabilite et une meilleure 
precision sont obtenues lors de la production des spots 
grace a une reduction des mouvements de l'air pendant 
la dispense. De plus, le controle des conditions 
env i ronnement ales permet de generer un degre 
d'hygrometrie de l'air superieur a 8 0 % et minimise 
ainsi 1 7 evaporation des gouttes sur les sites du 
substrat . D'une man i ere generale, 1 ' evaporation a 1'air 
ambiant des gouttes de milieu cellulaire est d' environ 
3 nL/min pour des volumes dispenses de 1 ' ordre de 
10 nli, et done la mise en place d'un systeme d'air 
fortement charge en humidite permet de conserver les 
gouttes produites au moins deux semaines sans grande 
variation de leur volume. 
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REVINDICATIONS 



1. Dispositif de dispense de gout te let tes 

comprenant : 

- un premier canal (8, 10), dit canal 
5 principal, pour une circulation d'un premier flux de 

f luide, 

- un deuxieme canal (12, 13) de circulation 
de f luide, qui forme avec le premier canal une zone 
d' intersection (27) et qui se termine par un orifice 

10 d' ejection (20) , 

- des moyens (4, 14) de mesure d'une 
propriety physique de particules ou de cellules dans le 
premier canal et, 

- des moyens (4 0) pour engendrer une onde 
15 de pression dans le deuxieme canal. 
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2. Dispositif selon la revendication 
precedente, comportant deux branches (8, 10) du canal 
principal, et au moins une branche de canal secondaire, 
qui se rejoignent dans la zone d' intersection (27). 

3. Dispositif selon la revendication 
precedente, comportant une ouverture (22) d' entree du 
premier flux de fluide reliee a une premiere branche 
(8) du premier canal, et une ouverture (26) d' injection 
d'un autre flux de fluide dans le deuxieme canal. 

4. Dispositif selon 1 ' une des 
revendications 1 a 3, dans lequel le deuxieme canal 
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comport e des branches (12,13) de part et d'autre du 
c a ii a 1 principal (8,10) . 

5. Dispositif selon 1 ' une des 
5 revindications 1 a 4 , dans lequel, outre 1' orifice 

d' ejection de gouttelettes (20) qui fournit une sortie 
d'une partie de flux, le dispositif comporte un autre 
orifice (24) ou ouverture de sortie d' une autre partie 
de flux. 

10 

6. Dispositif selon 1 ' une des 
revendi cat ions 1 a 5, dans lequel le composant comporte 
une plateforme (2) d'un premier substrat et une plaque 

(2 8) d'un deuxieme substrat recouvrant la plateforme, 
15 dans ou sur ou entre lesquelles, ou a 1' interface 
desquelles sont amenage s les branches (8,10,12,13) de 
canal, 

7. Dispositif selon la revendication 6, 
2 0 dans lequel le composant comporte en outre au moins une 

couche (6,6') deposee a la surface du et/ou des 
substrats (2,28) ou au moins un film intercalaire 
insere a 1 ' interface de la plaque (28) et de la 
plateforme (2) , les branches (8,10,12,13) de canal etant 
25 creusees ou percees dans la ou lesdites couches ou dans 
le ou lesdits films intercalaires . 

8. Dispositif selon la revendication 6 ou 
7 dans lequel au moins une ouverture et/ou un orifice 

30 (32,34,36/62,64,66,68) est perce a travers 1'epaisseur 
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du substrat de la plateforme (2) et/ou de la plaque 
(28) . 



9. Dispositif selon 1 7 une des 

5 revendi cat ions 6 a 8, dans lequel chaque couche (6,6') 
deposee a la surface de substrat (2 ,28) ou chaque film 
intercalaire insere a 1' interface de la plateforme (2) 
et de la plaque (28) est compose d'un ou de plusieurs 
materiaux choisi parmi le groupe de materiaux 

10 comportant les materiaux de gravure du domaine 
electronique, les resines, les polymeres, les materiaux 
dielectriques, les composes isolants d' elements 
semiconducteurs , notamment les resines photosensibles 
ou electrosensibles, les polyimide, polystyrene, 

15 polyethylene, polyurethane, polyvinyl, le poly- 

dimethyl si loxane , les nitrures, les oxydes et les 
composes de silicium, ainsi que le verre . 



10. Dispositif selon 1 7 une des 

revendications 6 a 9, dans lequel le substrat de la 
plateforme et/ou de la plaque (2,28) est en verre. 



11. Dispositif selon la revendication 10, 
dans lequel au moins un orifice (34,64,68) et/ou une 
25 ouverture (32,62, 68) et/ou au moins une branche de 
canal (8,10, 12,13,66,68) est percee ou creusee dans le 
substrat en verre . 
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12. Dispositif selon 1 ' une des 

revendications 1 a 11, dans lequel les branches de 
canal (8,10,12,13) forment des capillaires de 
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dimensions transver sales de 1 ' ordre de quelques 
disaines de nanometres a quelques millimetres • 

13. Dispositif selon 1 ' une des 
5 revendications 1 a 12, comportant des moyens de me sure 

de proprietes optiques d'un flux de f luide . 

14. Dispositif selon 1 ' une des 
revendications 1 a 13 , comportant des moyens (4,5,14) 

10 de mesure de parametres electriques d' un flux de 
f luide . 

15. Dispositif selon la revendication 14, 
dans lequel une zone de mesure des parametres 

15 electriques est disposee a proximite de la zone 
d' intersection (27) . 

16. Dispositif selon 1 ' une des 
revendications 1 a 15, comportant des moyens de mesure 

2 0 d 1 impedance du milieu. 

17. Dispositif selon l'une des 
revendications 1 a 16, les moyens de mesure comportant 
une serie d'electrodes (5,4,14). 

25 

18. Dispositif selon la revendication 17, 
dans lequel des electrodes (14,63,65) sont disposees le 
long d'au moins une branche de canal (8,10) . 



30 19. Dispositif selon la revendication 16 ou 

17, dans lequel des electrodes appariees (63,65) sont 
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disposees de part et d' autre d'une branche de canal 
(8, 10) . 

20. Dispositif selon 1 ' une des 
revendications 1 a 19, dans lequel au moins trois 
microelectrodes (14) sont disposees dans une branche de 
canal (8) pour mesurer une variation different ielle 
d< impedance. 

21. Dispositif selon 1 7 une des 
revendications 1 a 20, caracterise en ce qu'il comport e 
une electrovanne (4.0) et/ou un actionneur physico- 
me c an i que apte a gene re r une onde de pression et/ou un 
flux . 

22. Dispositif selon 1 ' une des 
revendications 1 I 21, comport ant des moyens (50) pour 
recevoir, des moyens (4) de mesure de proprietes 
physiques, des signaux de mesure et pour envoyer un 
signal de commande vers les moyens (40) pour engendrer 
une onde de pression. 

23. Dispositif selon la revendication 22, 
dans lequel les moyens de commande (50) sent aptes a 
controler 1' amplitude et/ou 1' instant de declenchement , 
et/ou la forme, et/ou la duree du signal de commande. 

24. Dispositif selon 1 ' une des 
revendications 1 a 23, comprenant en outre des moyens 
(52,54) d' alimentation et/ou de circulation continue de 
fluide dans le canal principal. 
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25. Dispositif selon 1'une des 
revendications 1 a 24, coraprenant en outre au mo ins un 
reservoir (52,54) relie a une branche de canal 
respective .(8,10), destine a contenir un liquide , 

5 notamment un liquide ou un milieu comprenant une 
solution ou une suspension cellulaire. 

26. Dispositif selon 1 1 une des 
revendications 1 a 25, comprenant en outre une enceinte 

10 de confinement (500) . 

27. Systeme de depot d'au moins un 
echantillon (60) sur un substrat (71) comprenant un 
dispositif (50) de dispense de gouttelettes selon 1 ' une 

15 des revendications precedentes, associe a des moyens 
(70) de balayage ou de dep lac ement relatif (70) du 
substrat et du dispositif de dispense permettant de 
deposer les gouttelettes ejectees (60) de place en 
place sur le substrat (71) . 

20 

28. Procede de dispense de gouttelettes 
(60), mettant en oeuvre un premier canal (8,10) et un 
deuxieme canal qui forme avec le premier canal une zone 
d' intersection (27) et qui se termine par un orifice 

25 d' ejection (20), le procede comport ant des etapes 
consistant a : 

- mettre un premier fluide en circulation 
dans le premier canal ; 

mesurer une propriete physique ou 
3 0 analyser le contenu du flux du premier fluide ; et , 
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- en fonction des resultats de 1 ' etape 
precedente, engendrer une onde de pression ou injecter 
un second flux de fluide dans ou vers la zone 
d' intersection. 



29. Procede selon la revendication 28 
coraportant des etapes consistant a : 

alimenter une ouverture d' entree (32) 
d'une branche du canal (8) par un flux continu du 
premier fluide ; 

- alimenter une ouverture d' injection 
(26,36) communiquant avec la zone d' intersection (27) 
par un flux du second fluide ,- 

30. Procede selon la revendication 28 ou 
29, dans leguel on recueille une dilution ou un melange 
du premier fluide et du second fluide a une ouverture 
de sortie (34) du canal ou a l'orifice (20) d'ejection 
de gouttelettes . 

31. Procede selon 1 ' une des revendications 
28 a 30, dans lequel on recueille une concentration, 
une separation, et/ou une extraction, et/ou une 
selection et/ou une collection de composants du premier 
fluide a l'orifice d'ejection de gouttelettes ou a 
1' ouverture de sortie du canal. 

32. Procede selon 1 ' une des revendications 
28 a 31, dans lequel le second flux injecte est compose 
d'un autre fluide que le premier fluide. 
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33. Procede selon I'une des revendi cat ions 
2 8 a 31, dans lequel le second flux inject e est compose 
d ' un f luide, ou d/un liquide, ou d'un solvant et/ou 
d'un milieu identique au premier f luide ♦ 

34. Procede selon 1 ' une des revendications 
28 a 33, dans lequel le premier f luide comport e un 
liquide, ou une solution, ou une suspension ou un 
milieu contenant des cellules biologiques , et/ou des 
composants et/ou des produits cellulaires , notamment 
des bacteries , et/ou des lignees cellulaires, et/ou des 
globules, et/ou des noyaux cellulaires, et/ou des 
chromosomes, et/ou des brins d'ADN ou d'ARJSF, et/ou des 
nucleotides, et/ou des ribosomes, et/ou des enzymes , 
et/ou des protides, et/ou des proteines, et/ou des 
parasites, et/ou des virus, et/ou des polymeres , et/ou 
des facteurs biologiques, et/ou des stimulants, et/ou 
des inhibiteurs de croissance. 

35. Procede selon 1 ' une des revendications 
28 a 34, dans lequel le premier f luide comporte un 
liquide ou une solution, ou une suspension, ou un 
milieu contenant des particules. 

36. Procede selon la revendication 35, les 
particules etant des particules solides insolubles dans 
le liquide, telles que des particules di elect riques ou 
des particules electriques , ou des particules 
magnetiques, ou des pigments, ou des colorants, ou des 
cristaux de proteines, ou des poudres , ou des 
structures de polymeres , ou des substances 
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pharmaceutiques insolubles, ou des clusters ou agregats 
de petite taille formes par agglomeration de colloides. 

37. Precede selon l'une des revendications 
2 8 a 36, dans lequel le second flux comporte des moyens 
de reaction ou d' interaction avec le premier fluide, 
notamment au moins un reactif et/ou un principe act if ' 
et/ou un marqueur, et/ou un milieu nourricier, et/ou un 
produit chimique, et/ou un anticorps, et/ou une 
sequence ADN, et/ou une enzyme, et/ou un protide, et/ou 
une proteine, et/ou un facteur biologique, et/ou un 
stimulant, et/ou un inhibiteur de croissance. 

38. Precede selon l'une des revendications 
28 a 37, comportant une etape intercalaire consistant 
a : 

- declencher une impulsion de commande 
d' ejection de gouttelettes au moment du passage d'un 
contenu d' interet . 



39. Precede selon l'une des revendications 

28 a 38, comportant une etape intercalaire consistant 
a : 

- effectuer une analyse cytometrique du 
flux du premier fluide pour detecter des particules ou 
des cellules biologiques, des composants ou des 
produits cellulaires contenus dans le flux ; et, 

- declencher une impulsion de commande 
d' ejection de gouttelettes pour isoler les particules 
ou les cellules biologiques, les composants ou les 
produits cellulaires, detectes . 



1er depot 



44 

40. Procede selon l'une des revendications 
28 a 39, 1' etape de me sure comportant au raoins una 
me sure de pararnetre electrique et/ou une me sure 
d' impedance ou de variation different ielle d ; impedance 
du contenu du flux du premier fluide circulant dans le 
canal * 

41. Precede selon l'une des revendications 
28 a 40, 1 ' etape de mesure comportant une me sure 
optique du contenu du flux du premier fluide circulant 
dans le canal. 

42. Procede selon l'une des revendications 
2 8 a 41, comportant une etape consistant a : 

- delivrer une commande electrique calibree 
pour injecter le second flux de fluide vers la zone 
d' intersection. 

43. Procede selon la revendicat ion 42, dans 
lequel la commande electrique a une amplitude et/ou un 
instant de declenchement et/ou une forme et/ou une 
duree d' impulsion controlee afin d'ejecter une 
gouttelette de volume controle ou calibre. 

44. Procede selon l'une des revendications 
2 8 a 43, dans lequel on genere des gouttelettes de 
faible volume, notamraent de 1 ' ordre du f emtoLitre au 
microLitre, ou de diametre micrometrique , de 1 ' ordre de 
0,1 p.m a quelques millimetres. 
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45. Procede selon 1 ' une des revendicat ions 
28 a 44, dans leguel on ejecte des gouttelettes de 
fluide (60) de place en place sur un substrat (71) ou 
un support (70) . 



46. Procede selon 1 ' une des revendicat ions 
28 a 45, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre dans 
une atmosphere confinee (500) . 

47. Procede selon l'une des revendicat ions 
2 8 a 46, applique a une extraction, une selection et/ou 
un tri de lignees cellulaires. 



48. Proc6de selon l'une des revendications 
2 8 a 47, applique a une detection, et/ou une 
identification, et/ou un denombrement et/ou une 
caracterisation de particules ou de cellules 
biologiques, de composants ou de produits cellulaires. 

49. Procede selon l'une des revendications 
28 a 48, applique au depot de particules ou de cellules 
biologiques, ou de composants ou de produits 
cellulaires, sur des sites privileges d' implantation 
et/ou de croissance et/ou de regeneration et/ou de 
greffe, notamment des lignees cellulaires, ou des 
biopolymeres, ou des facteurs biologiques, ou des 
stimulants ou des inhibiteurs de croissance. 

50. Procede selon l'une des revendications 
28 a 49, applique a la dispense de microflux de reactif 
biologique ou chimique aux endroits correspondants ou 
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sont dispensees des gouttelettes contenant des 
composants biologiques actif s , la dispense de react if 
s ' ef f ectuant soit pendant la dispense des composants 
biologiques actif s soit par dispense differee d' autres 
5 gouttelettes sur des sites sur lesquels les 
gouttelettes de composants biologiques actifs ont ete 
deposees auparavant ou seront deposees apres . 

51. Precede de comptage de particules , 
10 mettant en oeuvre un dispositif selon I'une des 
revendications 1 a 26 , un fluide contenant des 
particules circulant dans le premier canal, et les 
particules etant coraptees a l'aide des moyens de 
mesures (4, 14) ou de moyens optiques . 
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